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РАЗРАБОТКА МУЛЬТИПЛЕКСНОЙ СИСТЕМЫ ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ  
11 ГЕНЕТИЧЕСКИХ МАРКЕРОВ ПРЕДРАСПОЛОЖЕННОСТИ  
К РАЗВИТИЮ ОЖИРЕНИЯ
Аннотация.  С помощью метода минисеквенирования (SNaPshot анализ) разработана система для определе-
ния 11 генетических маркеров, связанных с риском развития ожирения: rs10852521, rs11075990, rs1121980, rs1421085, 
rs1477196, rs17817449, rs3751812, rs7206790, rs8047395, rs9940128 (ген FTO) и rs1137101 (ген LEPR). Условия прове-
дения реакций амплификации и минисеквенирования, а также составы реакционных смесей оптимизированы так, 
чтобы проводить анализ по всем 11 маркерам одновременно. Полученная система апробирована и показала высокую 
степень воспроизводимости и чувствительности, необходимой для определения данных полиморфных вариантов.
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DEVELOPMENT OF A MULTIPLEX SYSTEM FOR DETERMINING 11 GENETIC MARKERS  
OF PREDISPOSITION TO OBESITY
Abstract. A system has been developed to identify 11 genetic markers associated with the risk of obesity: rs10852521, 
rs11075990, rs1121980, rs1421085, rs1477196, rs17817449, rs3751812, rs7206790, rs8047395, rs9940128 (FTO gene) and 
rs1137101 (LEPR gene) by minisequencing (SNaPshot analysis). The conditions for carrying out the amplification and mini- 
sequencing reactions, as well as the compositions of the reaction mixtures, were optimized so that the analysis was carried out 
for all 11 markers simultaneously. The resulting system was tested and showed a high degree of reproducibility and sensitivity 
required for the detection of these polymorphisms.
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Введение. Избыточный вес и ожирение проявляются в аномальном и чрезмерном отложении 
жировой ткани в организме человека, наносящем существенный вред здоровью. По данным 2016 г. 
около 13 % взрослого населения планеты (11 % мужчин и 15 % женщин) страдали ожирением [1]. 
Кроме того, тенденция к росту количества людей с избыточным весом сохраняется. Ранее нали-
чие большого количества пациентов с ожирением было характерно для развитых стран с высо-
ким уровнем дохода на душу населения, однако в последнее время наблюдается значительный 
рост этого параметра в странах со средним и низким доходом. Так, по данным Всемирной ор-
ганизации здравоохранения в Африке количество детей до 5 лет с избыточным весом возросло 
на 24 % по сравнению с уровнем 2000 г. [2]. Избыточный вес и ожирение являются факторами 
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риска развития сахарного диабета 2-го типа (СД2 тип) и сердечно-сосудистых заболеваний, ожи-
даемая продолжительность жизни при морбидном ожирении сокращается на 9 лет у женщин 
и на 12 – у мужчин [3]. Развитие ожирения вызывается сочетанием чрезмерного потребления 
пищи, низкой физической активностью и наследственной предрасположенностью. 
Проведенные исследования геномов лиц с ожирением позволили выделить ряд полиморф-
ных вариантов генов, вносящих существенный вклад в генетическую предрасположенность 
к набору излишнего веса. Однако ассоциация данных полиморфных вариантов с ожирением тре-
бует уточнения для каждой конкретной популяции.
В настоящее время большое внимание уделяется профилактике ожирения, заключающейся 
в нормализации рациона питания, увеличения физической активности, соблюдении здорового 
образа жизни. Молекулярно-генетическая диагностика позволит на ранних этапах формировать 
группы риска среди населения и улучшить профилактические меры.
Ген FTO кодирует альфа-кетоглутарат зависимую диоксигеназу FTO, которая участвует в регу-
ляции уровня метаболизма, энергетического баланса, термогенеза и контроле дифференцировки 
адипоцитов в бурые или белые жировые клетки [4].
В 2007 г. T. M. Frayling et al. опубликовали результаты GWAS-исследования, в котором впер-
вые была обнаружена связь гена FTO с риском развития диабета 2-го типа [5]. Данная связь 
опосредована влиянием гена FTO на массу тела. Так, у гомозиготных носителей аллеля А по-
лиморфного варианта rs9939609 средний вес оказался на 3 кг выше, а риск развития ожирения 
в 1,67 раза выше, чем у гомозигот G/G. Носительство данного аллеля сопряжено со сниженным 
липолизом, нарушением контроля аппетита, отсутствием чувства насыщения после адекватного 
приема пищи. Проявление неблагоприятных эффектов начинается с раннего возраста [5]. В то же 
время наблюдаются существенные различия в частоте минорных аллелей в зависимости от по-
пуляционной принадлежности исследуемых групп. Так, частота минорного аллеля полиморф-
ного варианта rs9939609 среди европейцев составляет 34–44 %, среди азиатов – 11–20, среди 
испанцев – 31–37 и около 17 % среди населения Южной Америки [6]. 
Дальнейшие исследования показали, что полиморфные варианты в гене FTO связаны не толь-
ко с повышенным индексом массы тела (ИМТ) [7–9], но и c другими метаболическими нару-
шениями, такими как повышенный уровень глюкозы натощак, триглицеридов, низкий уровень 
холестерина в составе липопротеинов высокой плотности (ЛПВП) [10]. Проведенный Sihua 
Peng et al. метаанализ, включающий 59 случаев-контролей исследований, подтвердил досто-
верную ассоциацию риска развития ожирения и пяти полиморфных вариантов гена FTO, на-
ходящихся в 47-килобазном блоке неравновесного сцепления, охватывающем части первых 
двух интронов и экзон 2: rs9939609 (OR=1,31, 95 % CI 1,26–1,36), rs1421085 (OR=1,43, 95 % 
CI 1,33–1,53), rs8050136 (OR=1,25, 95 % CI 1,13–1,38), rs17817449 (OR=1,54, 95 % CI 1,41–1,68) 
и rs1121980 (OR=1,34, 95 % CI 1,10–1,62) [6]. К этому же блоку неравновесного сцепления относит-
ся rs9940128, связанный с риском раннего развития тяжелого ожирения [11]. Однако формирование 
блоков неравновесного сцепления, по-видимому, имеет этнические особенности, так уровень 
неравновесного сцепления rs10852521 и rs9939609 по данным HapMap варьирует от D’ = 0,48 
до D’ = 1,0 в зависимости от популяции [12].
По результатам проведенных масштабных исследований, большинство изученных поли-
морфных вариантов гена FTO составляют 4–5 блоков неравновесного сцепления, в то же время 
rs1477196, приводящий к развитию ожирения при недостаточной физической активности [13], 
и rs7206790, связанный с риском увеличения веса, объема талии и ИМТ [14], наследуются неза-
висимо.
В некоторых исследованиях обнаружены не только этнические, но и половые различия в эф-
фекте исследуемых полиморфных вариантов. К примеру, rs11075990 и rs3751812 показали значи-
тельную ассоциацию с ИМТ у женщин (P=2,26×10−6 и 3,04×10−6 соответственно), но не у муж-
чин. Кроме того, для этих полиморфных вариантов наблюдаются выраженные популяционные 
различия: показана ассоциация с ИМТ и риском ожирения среди европейцев, в то время как сре-
ди китайцев и американцев испанского или африканского происхождения данная зависимость 
не наблюдалась [15]. 
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Помимо влияния на риск ожирения достаточно хорошо изученных полиморфных вари-
антов гена FTO, имеются данные о связи некоторых из них с регуляцией гомеостаза глюкозы 
и эффективностью работы бета-клеток поджелудочной железы. Так, для полиморфного варианта 
rs8047395 была показана ассоциация с уровнем секреции инсулина в ответ на введение глюкозы [16].
С момента открытия лептина и обнаружения его роли в регуляции аппетита, а также вы-
явления взаимосвязи уровня сывороточного лептина с ожирением, было проведено множество 
исследований по поиску полиморфных вариантов как в гене, кодирующем сам гормон (LEP), так 
и в гене, кодирующем его рецептор (LEPR). В настоящее время известно около 10 полиморф-
ных вариантов гена LEP и более 30 полиморфизмов гена LEPR, кроме того описаны моногенные 
формы ожирения, связанные с недостаточным синтезом лептина или его рецептора. Однако ис-
следования связи полиморфных вариантов с ожирением показали значительную вариабельность 
результатов в зависимости от изучаемой популяции [17, 18]. Наиболее изученным полиморфным 
вариантом гена LEPR является rs1137101, для которого показана значимая связь с риском разви-
тия ожирения и СД 2-го типа во всех проанализированных исследованиях [19].
Для одновременного определения одиннадцати значимых маркеров предрасположенности 
к ожирению нами разработана мультиплексная система на основе технологии минисеквенирова-
ния с использованием генетического анализатора. 
Материалы и методы. Выделение геномной ДНК из образцов слюны/крови проводили с по- 
мощью набора «Набор ДНК-ВК, ТУ BY 1001185129.154-2016» (ИБОХ, Республика Беларусь). 
Для проведения реакции ПЦР использовали синтетические олигонуклеотиды, произведен-
ные компаниями «Праймтех» (РБ) и «Синтол» (РФ). Амплификацию проводили в буфере, содер-
жащем 60 мМ Tris-HCI (pH 9,0), 17 мМ (NH4)2SO4, 0,01 % Tween 20, 2 мМ MgCI2, 0,2 мМ смесь 
dNTP. В работе использовалась Q5 High-Fidelity DNA Polymerase (NEB, 0,2 ед./25мкл ПЦР смеси).
Разделение продуктов амплификации проводили путем электрофореза в 2 %-ном агарозном 
геле с использованием TAE буфера и 0,5 мкг/мл бромистого этидия при условиях электриче-
ского поля 0,7 В/см2. Выделение ДНК из агарозного геля проводили с использованием набора 
Nucleospin Gel and PCR Clean-up («Macherey-Nagel», Германия).
В ходе подготовки к реакции минисеквенирования продукты, полученные при амплифи-
кации, обрабатывали нуклеазой ExoI («NEB», США) и фосфатазой rSAP («NEB», США) (по 10 
и 1 ед. соответственно на 5 мкл реакционной смеси после амплификации). Смесь инкубировали 
при 37 °С 1 ч с последующей инактивацией при 75 °С, 15 мин, затем охлаждали до 4 °С и разво-
дили в 10 раз деионизированной водой. Для проведения реакции минисеквенирования исполь-
зовали 1,5 мкл полученной разведенной смеси, постановку реакции осуществляли с помощью 
набора SNaPshot Multiplex Kit («Thermo Fisher», США), затем повторяли обработку фосфатазой 
rSAP («NEB», США) (1 ед. на реакцию) при тех же условиях.
Для анализа продуктов минисеквенирования в лунку 96-луночного планшета добавляли 
по 9,25 мкл Hi-Di формамида («Thermo Fisher», США), 0,25 мкл размерного стандарта GeneScan 
120 LIZ Size Standard («Thermo Fisher», США) и 0,5 мкл продукта SNaPshot реакции. Проводили 
тепловую денатурацию при 95 °С в течение 5 мин с последующим охлаждением до 10 °С.
Анализ продуктов минисеквенирования проводили на генетическом анализаторе Hitachi 
ABI3500 («Applied Biosystems», США) (полимер POP4 («Thermo Fisher», США), длина капилля-
ров – 36 см) с обработкой результатов при помощи программного обеспечения GeneMapper®.
Результаты и их обсуждение. Конструирование амплификационных праймеров. Разра-
ботку праймеров осуществляли с учетом их дальнейшего мультиплексирования в одной реак-
ции. При этом для каждого анализируемого маркера с использованием базы данных SNP NCBI 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov) анализировались последовательности длиной 300 нуклеотидов, 
лежащие справа и слева от места мутации, на наличие часто встречающихся SNP, STR, Ins/Del. 
При дизайне праймеров данные области не должны были быть комплементарны первым семи 
нуклеотидам 3’-конца разрабатываемого праймера.  Дизайн праймеров осуществляли с помо-
щью программы Vector NTI при следующих условиях: длина ампликона – 150–300 пар нуклеоти-
дов, длина праймера – 20–25 нуклеотидов, % GC пар 40–60, диапазон температуры плавления – 
50–55 °С, отсутствие вторичных структур с энергией разрыва ниже –3,0 ккал/моль. Выбранные 
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праймеры для каждого маркера далее попарно сравнивались с праймерами других маркеров на 
вероятность образования праймер-димеров. При обнаружении праймер-димеров с энергией раз-
рыва ниже –3,0 ккал/моль в праймеры вносили или точечные замены, или проводили редизайн 
последовательностей. Разработанные праймеры представлены в табл. 1. Попарное сравнение по-
казало отсутствие праймер-димеров с низкой энергией разрыва, которые бы помешали одновре-
менной работе праймеров в одной пробирке (табл. 2).
Т а б л и ц а  1.  Последовательности праймеров, использованных при разработке мультиплексной системы
T a b l e  1.  Sequences of primers used in the development of the multiplex system
Маркер Наименование праймера Последовательность 5’–3’ Длина ампликона, п.н.
rs10 852521






























С каждой разработанной парой праймеров была проведена реакция ПЦР. Для выбора опти-
мальной температуры отжига ПЦР реакции проводили при градиенте температуры от 60 до 70 °С. 
Продукты реакций разделяли электрофорезом в агарозном геле (рис. 1). Все праймеры, за ис-
ключением праймеров маркера rs11075990, с высокой специфичностью позволяют амплифици-
ровать продукты ожидаемой длины. Увеличение температуры отжига не позволило сократить 
количество неспецифических продуктов для праймеров маркера rs11075990 при наличии целе-
вого продукта на всем температурном градиенте. В дальнейших экспериментах было показано, 
что присутствие побочных продуктов амплификации не мешает корректно определять маркер 
rs11075990.
По результатам эксперимента оптимальной температурой отжига выбрана 62 °С. Несмотря 
на то что для всех маркеров целевые продукты амплифицировались при температуре отжига 
64–66 °С, мы допускаем, что присутствие в реакционной системе ингибиторов ПЦР, ДНК низ-
кого качества может снижать эффективность ПЦР реакции и при пограничных температурах 
отжига при неоптимальных условиях наработка целевых продуктов для ряда маркеров может 
не произойти. 
Для оценки возможности совместной амплификации все праймеры были мультиплексиро-
ваны в одной пробирке. Продукты амплификации разделяли методом электрофореза в агароз-
ном геле. Область дорожки геля, содержащая фрагменты массой от 120 до 400 п.н., вырезали, 
фрагменты ДНК очищали от геля. Полученный пул ДНК фрагментов использовали в качестве 
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матрицы для постановки реакции ПЦР с каждой парой праймеров из табл. 1 отдельно. Ампли-
коны мультиплексной реакции не могут быть идентифицированы разделением в агарозном геле 
ввиду малых различий по длине, однако присутствие каждого из ожидаемых фрагментов можно 
подтвердить проведением последующих отдельных реакций ПЦР. Как видно на рис. 2, пул ДНК 
содержит все целевые фрагменты ДНК, которые послужили матрицей при постановке отдель-
ных реакций амплификации. Разработанная система амплификации позволила мультиплексиро-
вать десять пар праймеров, с помощью которых в одной реакции происходит наработка десяти 
ампликонов, содержащих одиннадцать целевых маркеров. Полученные фрагменты ДНК служат 
матрицей для последующего SNaPshot анализа.
Т а б л и ц а  2.  Отрицательные значения свободной энергии Гиббса для разрыва вторичных структур  
при попарном сравнении разработанных праймеров для амплификации
T a b l e  2.  Negative Gibbs free energy for breaking secondary structures in pairwise comparison  














































































































































Rs1121980_R -0,6 -0,6 -3,2
Rs9940128_F -0,4 -0,4
Rs1421085_R -0,6 -0,4 -2,8 -0,2
Rs1477196_F -1,3 -0,2




Rs3751812_R -0,2 -2,8 -0,6
Rs7206790_F 
Rs7206790_R -1,3
rs8047395_F -0,9 -1,3 -0,2 -0,1
rs8047395_R -0,1
rs1137101_F -3,2 -0,2 -0,2





























































Рис. 1. Электрофореграмма продуктов амплификации с использованием праймеров для амплификации  
при разных температурах отжига
Fig. 1. Electrophoregram of amplification products using amplification primers at different annealing temperatures
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Конструирование праймеров для минисеквенирования. При разработке олигонуклеотидов 
для проведения реакции минисеквенирования предъявляются практически такие же требова-
ния, как при разработке праймеров для амплификации.
Для каждого SNP маркера, исследованного в данной работе, праймер для минисеквенирова-
ния (SNaPshot праймер) разрабатывали таким образом, что следующий присоединяемый ddNTP 
детектирует полиморфизм. Последовательности праймеров проверялись на образование шпилеч-
ных структур и гомодимеров. Для того чтобы праймеры отличались по длине, их синтезировали 
в диапазоне длин от 20 до 100 нуклеотидов. Длина специфической части праймера составляла 
15–30 нуклеотидов. Желаемая длина праймеров достигалась путем достраивания на 5’-конец 
праймера части нейтральной последовательности и/или поли-С последовательности. Нейтраль-
ная последовательность 5’-(gact)n-3’ является рандомной последовательностью, которая не соот-
ветствует ни одной последовательности генома человека, аннотированной в базе данных NCBI. 
Праймеры подбирались таким образом, чтобы длины получаемых фрагментов отличались, как 
минимум, на 4 нуклеотида. При подборе также анализировалась возможность отжига прайме-
ров как на смысловую, так и на антисмысловую нить ДНК. Сконструированные праймеры (табл. 
3) были использованы при постановке одиночных реакций минисеквенирования для каждого из 
определяемых маркеров.
Т а б л и ц а  3.  SNaPshot праймеры, сконструированные для проведения реакции минисеквенирования
T a b l e  3.  SNaPshot primers designed for minisequencing reactions
SNaPshot праймер Длина специфичной части, нукл.
Tm специфичной 
части,℃
Общая длина  
праймера, нукл.
Полная последовательность праймера  
для минисеквенирования
SH_rs10 852521_F 21 51,7 28 actgactCAGGATGGCTCTAAAGGGACT
SH_rs11075990_R 27 51,4 34 actgactCTTGCTTAAAAACTTTTACCTTCTTAA
SH_rs1121980_F 24 49,1 40 gactgactgactgactCCTAGTCACGTGTCTTGGTACTAT
SH_rs9 940128_F 19 46,1 44 tgactgactgactgactgactgactTTTTTCCTTCACCTTTTCC
SH_rs1421085_F 20 49,1 49 tgactgactgactgactgactgactgactGTTCAGGTCCTAA
GGCATGA
SH_rs1477196_R 26 46,7 53 actgactgactgactgactgactgactTCTTAGGTAATTATA
GCAACATCTTA
SH_rs17817449_F 20 51 57 tgactgactgactgactgactgactgactgactgactTCAGCTTGG
CACACAGAAAC
SH_rs3751812_F 22 49,1 61 tgactgactgactgactgactgactgactgactgactgaTGAAAAT
AGGTGAGCTGTCAAG
SH_rs7206790_R 21 52 73 gactgactgactgactgactgactgactgactgactgactgactgactga
ctCAGGACTTGCTGGAAGTGAAA
SH_rs8 047395_F 20 50,9 77 tgactgactgactgactgactgactgactgactgactgactgactgactga
ctgactTTGGAGTTGAGAGCATGTGC
SH_rs1137101_F 23 52 94 actgactgactgactgactgactgactgactgactgactgactgactgactgact
gactgactgactgactCACATCTGGTGGAGTAATTTTCC
Рис. 2. Электрофореграмма продуктов амплификации монолокусных реакций с использованием каждой пары  
праймеров отдельно. В качестве матрицы – очищенные из геля ПЦР продукты мультилокусной реакции
Fig. 2. Electrophoregram of amplification products of monolocal reactions using each pair of primers separately.  
The products of the multilocus reaction purified from the PCR gel were used as a matrix
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SNaPshot реакции для каждого маркера отдельно позволили определить работоспособность 
праймеров для минисеквенирования, подвижность меченых продуктов реакции, что в свою оче- 
редь позволило создать панель «бинов» в программе GeneMapper® для всех определяемых мар-
керов. На следующем этапе работы праймеры для минисеквенирования были мультиплексиро-
ваны с целью проверки их работоспособности в смеси. Концентрация каждого из них состави-
ла 0,2 мкМ. Как видно на рис. 3, а, постановка реакции с одиннадцатью SNaPshot праймерами 
позволяет идентифицировать SNP в анализируемых маркерах. Концентрации праймеров (как 
амплификационных, так и для минисеквенирования), использованных на предыдущих этапах 
работы, приводят к дисбалансам флуоресцентных сигналов у разных маркеров. В связи с этим 
была проведена оптимизация соотношения праймеров в мультиплексной реакции амплифика-
ции и минисеквенирования. Наибольший эффект в выравнивании сигналов на электрофореграм-
ме оказало снижение концентрации в смесях как амплификационных, так и SNaPshot праймеров 
для маркера rs1121980, демонстрирующего наиболее интенсивный флуоресцентный сигнал. Это 
в свою очередь привело к увеличению сигналов для маркеров rs11075990 (2), rs9940128 (4) и в не- 
значительной степени для  rs8047395 (10). 
Маркеры rs1421085 (5) и rs1477196 (6) характеризуются одинаковым регистрируемым поли-
морфизмом C/T; сигналы, получаемые от продуктов минисеквенирования, на электрофорезе мо-
гут частично накладываться друг на друга, что может вызывать сложности в интерпретации 
результатов. Для решения этой задачи, с одной стороны, следует учитывать, что SNaPshot прай-
мер, содержащий меченый ddC, обладает большей электрофоретической подвижностью, чем 
этот же праймер, меченый ddT. С другой стороны, при каждом эксперименте мы использовали 
референсный образец ДНК, обладающий максимальной гетерозиготностью по маркерам, в том 
числе гетерозиготностью по rs1421085 и rs1477196. На основании подвижности продуктов мини-
секвенирования референсного стандарта, возможно скорректировать местоположения целевых 
продуктов исследуемых образцов при их смещении относительно «бинов» в панели программы 
GeneMapper®. 
Заключение. Для апробации разработанной системы были проанализированы 50 образцов 
ДНК. Показано, что для получения достоверных результатов при реакции амплификации следу-
ет использовать 5–10 нг геномной ДНК. Проведенная работа позволила создать мультиплексную 
систему по определению аллельных вариантов (генотипов) одиннадцати маркеров, связанных 
с развитием ожирения у человека. Для интерпретации результатов создана панель, содержащая 
информацию о длине и флуоресцентном сигнале получаемых продуктов реакции минисеквени-
рования, получены референсные образцы с установленными генотипами по изучаемым маркерам.
а b 
C T C T G A G A C CTT G GT T G GC A A
1 2 3 4 5
6
7 8 9 10 11
CT C T G A GA C TCT G T GT CG GA A
1 2 3 4 5
6
7 8 9 10 11
Рис. 3. Электрофореграмма продуктов минисеквенирования мультиплексной реакции до (a) и после (b) оптимизации: 
1 – rs10852521, 2 – rs11075990, 3 – rs1121980, 4 – rs9940128, 5 – rs1421085, 6 – rs1477196,  7 – rs17817449,  
8 – rs3751812, 9 – rs7206790, 10 – rs8047395, 11 – rs1137101
Fig. 3. Electrophoregram of minisequencing products of multiplex reaction before (a) and after (b) optimization:  
1 – rs10852521, 2 – rs11075990, 3 – rs1121980, 4 – rs9940128, 5 – rs1421085, 6 – rs1477196,  7 – rs17817449,  
8 – rs3751812, 9 – rs7206790, 10 – rs8047395, 11 – rs1137101
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